自身免疫性溶血性贫血（AIHA）是由于免疫功能异常，产生针对红细胞的自身抗体和（或）补体，致红细胞破坏加速而引起的一组溶血性疾病。根据自身抗体血清学特征可分为温抗体型、冷凝集素综合征（CAS）和温冷双抗体型；按病因可分为原发性和继发性，后者常伴结缔组织病、淋巴细胞增殖性疾病（LPD）、感染性疾病等。AIHA尤其是CAS常合并单克隆免疫球蛋白血症，Hauswirth等[@b1]研究显示约3%的滤泡性淋巴瘤继发的AIHA同时合并单克隆免疫球蛋白血症。我们也曾报道1例原发性CAS合并单克隆免疫球蛋白Mκ（IgMκ）血症[@b2]。本研究中，我们回顾性分析了有免疫固定电泳资料的85例AIHA患者病例资料，观察单克隆IgMκ血症发生率及其临床特征，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

一、病例

以2012年6月至2014年6月在我院诊断并行免疫固定电泳检查的AIHA患者85例为研究对象，其中温抗体型70例（82.3%），CAS 10例（11.8%），温冷双抗体型5例（5.9%）。AIHA的诊断参照文献[@b3]标准。

二、实验室检查

1．常规检查：采用全自动血细胞分析仪测定WBC、HGB、PLT及网织红细胞（Ret）比值等。全自动生化分析仪检查谷丙转氨酶、谷草转氨酶、总胆红素、直接胆红素、间接胆红素、肌酐、尿素氮、乳酸脱氢酶、血糖等。

2．溶血检查：包括血浆游离血红蛋白、血浆结合珠蛋白检测，直接、间接Coombs试验，冷凝集素试验，酸化甘油溶血试验，红细胞盐水渗透脆性试验及阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆检测。

3．免疫学检查：采用免疫比浊法检测免疫球蛋白IgG、IgA、IgM、C3、C4、类风湿因子、抗O、血尿轻链定量；荧光免疫法检测抗核抗体；免疫印迹法检测ENA抗体谱除外结缔组织病。

4．骨髓涂片和骨髓病理：骨髓涂片经瑞氏染色进行分类计数；石蜡包埋骨髓病理标本，常规制片并进行免疫组化染色。

5．骨髓免疫表型：收集患者骨髓2\~5 ml，用淋巴分离液分离单个核细胞，采用CD45设门，应用FACS Calibur流式细胞仪四色荧光直接标记法进行免疫表型检测（仪器及所有单克隆抗体均为美国BD公司产品）。

6．TCR/IgH基因重排：采用RT-PCR方法，参照文献[@b4]方法检测TCR/IgH基因重排。

7．免疫固定电泳：取患者血清或尿液，采用美国Helena公司生产的免疫固定电泳试剂盒，按试剂盒说明书进行操作。

三、治疗

4例温抗体型AIHA患者予甲泼尼龙0.8 mg·kg^−1^·d^−1^口服或静脉输注，1例复发后联合环孢素3 mg·kg^−1^·d^−1^口服，1例联合人免疫球蛋白0.4g·kg^−1^·d^−1^×5 d静脉输注，2例行脾切除术。8例CAS患者中2例HGB正常患者给予保暖对症治疗，3例予小剂量利妥昔单抗（每次100 mg，每周1次，共4周）治疗，2例予COP（环磷酰胺200 mg/d，第1\~5天；长春新碱2 mg，第1天；甲泼尼龙0.8 mg·kg^−1^· d^−1^，第1\~7天）方案化疗（28 d为1个疗程），1例外院行脾切除术。

四、疗效标准

参照文献[@b3]标准判定疗效。

结果 {#s2}
====

一、一般临床特征

85例AIHA患者中共有12例（14.1%）单克隆IgMκ阳性，男8例，女4例，中位年龄51(32\~72）岁。AIHA病史3个月\~6年。其中9例为初诊未治病例，3例为院外曾接受泼尼松治疗后复发病例。温抗体型AIHA 4例（5.7%），CAS 8例（80.0%）；4例温抗体型AIHA患者均为原发病例，8例CAS患者中4例继发于小B细胞淋巴瘤，4例为原发CAS。

二、实验室及影像学特点（[表1](#t01){ref-type="table"}）

###### 伴有单克隆IgMκ的12例自身免疫性溶血性贫血（AIHA）患者临床特征

  例号   性别   诊断           年龄(岁）   病史(月）   HGB(g/L)   Ret比值(%)   IgM(g/L)   直接Coombs试验   冷凝集素试验   腹部B超   融合基因   免疫分型
  ------ ------ -------------- ----------- ----------- ---------- ------------ ---------- ---------------- -------------- --------- ---------- ----------
  1      男     CAS            53          36          29         3.96         4.87       C3               1:4 096        脾大      正常       正常
  2      男     温抗体型AIHA   34          3           53         37.39        4.23       IgG+C3           1:8            脾大      TCR        正常
  3      女     温抗体型AIHA   32          12          85         13.77        1.96       IgG+C3           1:4            脾大      正常       正常
         女     CAS            62          3           33         4.98         0.97       IgM              1:128          脾大      IgH        异常^a^
  5      女     温抗体型AIHA   49          72          124        1.65         7.05       IgG+C3           1:8            正常      TCR        正常
  6      女     Evans综合征    39          36          110        10.26        1.23       IgG+C3           1:4            正常      正常       正常
  7      男     CAS            60          12          58         5.08         5.54       C3               1:2 048        脾大      IgH        正常
         男     CAS            48          12          108        4.44         1.17       C3               1:4 096        正常      IgH        正常
  9      男     CAS            51          2           69         7.80         2.80       C3               1:2 048        正常      IgH        异常^a^
  10     男     CAS            61          18          123        5.66         1.58       C3               1:2 048        脾大      IgH        异常^a^
  11     男     CAS            72          12          100        5.40         1.09       IgG+C3           1:2 048        正常      IgH        正常
  12     男     CAS            51          2           81         7.04         2.31       C3               1:1 024        正常      IgH        异常^a^

注：CAS：冷凝集素综合征；Ret：网织红细胞；a：小B细胞淋巴瘤免疫表型

1．血常规：12例AIHA伴单克隆IgMκ血症患者就诊时中位HGB为83(29\~124) g/L，中位WBC为7.27(1.32\~14.06）×10^9^/L，中位PLT为220(19\~468）× 10^9^/L，中位Ret比值为5.53%（1.65%\~31.00%）。2例（例2、例5）伴有血小板减少，1例（例1）呈全血细胞减少。

2．骨髓象及病理特征：1例增生极度活跃，5例明显活跃，6例增生活跃。粒系占0.250（0.090\~0.425），红系占0.565（0.466\~0.880），全片巨核细胞61(3\~187）个，均为增生性贫血骨髓象。骨髓活检及免疫组化检查显示4例CAS患者可见淋巴瘤骨髓侵犯，其余均未见LPD表现。

3．骨髓免疫表型：4例温抗体型AIHA患者免疫表型未见异常。8例CAS患者中，2例为CD5^+^CD10^−^小B细胞淋巴瘤，2例为CD5^−^CD10^−^小B细胞淋巴瘤，其余4例表型未见异常。

4．TCR/IgH基因重排：4例温抗体型AIHA患者中2例TCR基因重排阳性，2例正常。8例CAS患者中6例IgH基因重排阳性，1例TCR/IgH基因重排均为阳性，1例正常。

5．溶血及抗体类型：所有患者直接Coombs试验均阳性，间接Coombs试验均阴性。其中4例温抗体型AIHA均为IgG+C3型。8例CAS中6例为单独C3d型，1例为IgG+C3型，1例为IgM型。CAS患者冷凝集素试验均阳性，效价为1∶128\~1∶4 096。

6．免疫检查：12例患者免疫球蛋白中位水平分别为：IgG 7.70(4.86\~9.08) g/L、IgM 2.14(0.97\~7.05）g/L、IgA 0.96（0.40\~1.84）g/L、C3 0.64（0.49\~1.15）g/L、C4 0.05（0.02\~0.28）g/L，2例伴有抗核抗体阳性，抗ENA抗体谱均为阴性。其中4例伴有IgM升高，5例伴有IgG降低，6例伴有IgA降低。

7．免疫固定电泳及轻链检测：除血清免疫固定电泳均可见单克隆IgMκ，3例CAS尿免疫固定电泳亦可见单克隆IgMκ。所有患者血、尿轻链定量均在正常范围。血轻链κ/λ比例：1例温抗体型AIHA升高（2.86），8例CAS均升高\[2.78（2.21\~3.64）\]。

8．腹部B超及全身骨骼X线检查：腹部B超示6例患者脾大，脾长径中位数为17.8(13.4\~19.8) cm。骨骼X线检查均未发现骨质破坏。

三、疗效

4例温抗体型AIHA患者糖皮质激素治疗后3例达完全缓解，1例持续部分缓解。激素减量过程中3例复发，其中2例行脾切除术，术后脾脏病理未见异常，持续缓解；另1例复发后联合环孢素等治疗，达部分缓解。3例接受小剂量利妥昔单抗治疗患者中2例部分缓解，1例无效；2例接受化疗患者，1例部分缓解，1例无效；1例院外行脾切除术患者术后死于感染。

讨论 {#s3}
====

AIHA患者自身抗体常表现为多克隆性Ig，较少出现单克隆Ig。而单克隆Ig是由浆细胞、产生Ig的淋巴样浆细胞和B淋巴细胞过度增殖产生的，常见于恶性LPD，而AIHA常继发于LPD[@b1],[@b5]--[@b6]。相关研究显示5%\~10%慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴瘤患者伴发AIHA[@b7]--[@b8]。Economopoulos等[@b9]报道约有12.3%的惰性B细胞淋巴瘤患者伴有单克隆IgM升高。Berentsen等[@b9]总结了86例原发性慢性CAS患者，79例（94%）检测出单克隆Ig，其中71例（90%）CAS为单克隆IgM，3例（3.5%）为单克隆IgG，3例（3.5%）为单克隆IgA，2例（2.5%）呈双克隆IgM及IgG；74例（94%）检出轻链κ，2例（2.5%）为轻链λ，3例（3.5%）未知。国内有原发性CAS和淋巴瘤继发性AIHA合并单克隆IgMκ的个案报道[@b2],[@b11]。

单克隆IgM常见于淋巴浆细胞淋巴瘤及多发性骨髓瘤，部分类风湿性关节炎等结缔组织病同样可诱发单克隆Ig，但较少见单克隆IgM。本组12例AIHA伴单克隆IgMκ患者中，4例温抗体型AIHA均为原发病例，病史最长为6年，其中2例伴有单克隆IgM增高。风湿抗体检查除外结缔组织病，骨髓活检、免疫分型检查均未发现LPD证据。目前文献报道温抗体型AIHA伴有单克隆IgMκ均为淋巴瘤继发个案病例，未发现有原发温抗体型AIHA伴单克隆IgMκ，我们首次报道了原发性温抗体型AIHA伴单克隆IgMκ血症。研究发现，非霍奇金淋巴瘤细胞中IgVH基因家族最常见基因VH4-34编码具有抗红细胞活性的Ig[@b12]，可能与单克隆抗体产生有关。但本组温抗体型AIHA患者骨髓IgH基因重排均阴性，均未发现有LPD的证据。我们认为原发性温抗体型AIHA单克隆IgM阳性，可能与其免疫紊乱有关，但也不能除外其为LPD早期的信号之一，需继续随访监测。本组4例温抗体型AIHA患者疗效与一般温抗体型AIHA相似，对糖皮质激素有效，但易反复；其中2例伴有脾大患者行脾切除术治疗，术后脾脏病理未见异常，随访至今持续缓解。例5伴有IgM升高6年，但一直未出现LPD的临床表现，完全缓解时单克隆IgM仍高于正常值。部分患者AIHA发生先于淋巴瘤细胞产生克隆性Ig抗体，提示这部分患者产生具有生物活性的意义未明的单克隆抗体，可能有助于淋巴瘤的发生。

约95%的病理性冷凝集素为高效价、宽温幅的单克隆抗体，其中约90%是κ轻链限制性（κ/λ\>3.5）的IgM，IgG或IgA罕见[@b10]。目前研究发现，90%伴有单克隆IgMκ的CAS患者骨髓可有克隆性CD20^+^ cyκ^+^ B淋巴细胞，并伴有IgH V4-34片段重排。有学者认为此细胞群即是产生单克隆Ig的病理来源。但长期追踪研究表明，CD20^+^cyκ^+^ B淋巴细胞群呈良性增殖，与淋巴浆细胞恶性疾病发生无必然联系[@b10],[@b13]--[@b14]。其他学者研究发现，75% CAS有潜在的LPD，淋巴浆细胞淋巴瘤最为常见，占50%[@b10]。这也为利妥昔单抗单药或联合氟达拉滨治疗CAS提供了理论依据[@b15]--[@b16]。但Randen等[@b17]研究认为，原发性CAS相关的LPD骨髓有其独特的组织学特性，虽然有单克隆IgM，但缺乏淋巴样浆细胞及淋巴浆细胞淋巴瘤典型的MYD88 L265P突变，认为CAS相关的LPD是一独特类型，不同于淋巴浆细胞淋巴瘤。本组10例CAS患者中8例伴单克隆IgMκ，男性更为常见，均有明显溶血表现。骨髓及免疫表型4例可确诊淋巴瘤骨髓侵犯，均有IgH基因重排；其余4例骨髓活检及免疫表型未见异常，但3例IgH基因重排阳性，1例阴性。LPD继发CAS比例占50%，较文献报道偏低[@b10],[@b18]，但未检测出LPD的4例病例中，3例也伴有IgH基因重排阳性，不除外疾病早期或实验敏感性偏低，仍需继续随访。有症状的CAS治疗首选利妥昔单抗可获得45%\~55%的有效率[@b13]--[@b15]。本研究结果提示利妥昔单抗治疗CAS效果较好，如CAS出现单克隆IgMκ预示LPD可能性非常大。

综上，AIHA的继发原因除结缔组织病外，其次即为LPD。多数CAS有潜在的LPD表现，并伴有单克隆IgMκ。我们发现的伴IgMκ温抗体型AIHA病因目前仍不明确。因此，免疫固定电泳应列入AIHA（尤其是CAS）的诊断组合中。当出现单克隆Ig时，需高度警惕LPD的可能，需行进一步明确。
